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近年，インプラント周囲炎の治療法に抗菌光線力学療法  (antimicrobial 
photodynamic therapy : a-PDT)の臨床応用が検討されてきている．本研究は，培
養した歯周病原細菌が付着したインプラント体表面に対する a-PDTによる in vitro5 
における殺菌効果について検討を行うことを目的とした．歯周病原細菌として
Porphyromonas gingivalis  ATCC33277株 (P. gingivalis)，Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans ATCC43718 株 (A. actinomycetemcomitans) を培養し，
各培養液中にインプラント体を 48 時間浸漬した．処置群として，無処置の Control
群，メチレンブルー (MB) 塗布のみの MB 群， レーザー照射のみの Laser 群，MB10 
塗布後レーザーを照射した a-PDT 群とした．その結果 P. gingivalis，A. 
actinomycetemcomitans 共に，a-PDT 群は，Control 群，MB 群，Laser 群と比較
して有意に生菌数が減少した．また MB 群は，Control 群と比較して有意に
生菌数が減少したが，Control 群と Laser 群との間には有意差は認められなか
った．さらに lipopolysaccharide (LPS) 活性の測定では，P. gingivalis，A. 15 
actinomycetemcomitans 共に a-PDT 処置後のインプラント体表面から LPS が検
出された．  












Clinical application of antimicrobial photodynamic therapy (a-PDT) has been 
considered for treatment of peri-implantitis. The aim of this study was to 
investigate the in vitro antimicrobial effects of a-PDT on cultured 5 
periodontopathic bacteria adhered to implant surface. 
After culturing Porphyromonas gingivalis  ATCC 33277 (P. gingivalis) or 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718 (A. 
actinomycetemcomitans), implant fixtures were immersed into each culture 
fluid for 48 hours. Implants were then divided into the following 4 groups: 10 
no irradiation (Control); methylene blue alone (MB); the laser irradiation 
alone (Laser); the laser irradiation in combination with MB (a-PDT). When 
compared with the Control, MB, Laser groups, a significant reduction was 
seen in the a-PDT group in the number of live bacteria on implant fixtures 
contaminated by P. gingivalis or A. actinomycetemcomitans. The number of 15 
live bacteria was also reduced significantly in the MB group when compared 
with the Control group; however, no statistically significant differences were 
found between the Control and Laser groups. Activity of lipopolysaccharide 
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(LPS) was detected on the implant surface contaminated by P. gingivalis or A. 
actinomycetemcomitans after application of a-PDT.  
Although a-PDT had an antimicrobial effect on P. gingivalis and A. 
actinomycetemcomitans adhered to the implant surface, LPS remained on 
the implant surface; therefore, in addition to a-PDT and mechanical cleaning is 5 
necessary in order to eliminate LPS activity from the implant surface. 
 

















存率はいずれも約 90%以上を示しており 1-7 )，予知性の高い欠損補綴の手段として5 
確立されつつある．その一方，歯周炎の既往歴がある患者は既往歴のない患者と
比較してインプラント生存率が低いという報告もある 8-10)．成功率に関しても，













Porphyromonrs gingivalis (P. gingivalis)，Treponema denticola (T. denticola)，
Tannerella forsythia (T. forsythia) 18,  19) などの慢性歯周炎の活動部位か
ら 高 頻 度に 検 出さ れ る細 菌  (Red Complex)20) に加えて，Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans  (A. actinomycetemcomitans), Prevotella intermedia (P. 





インプラント周囲炎の治療法に関して Mombelli ら 22) は，累積的防御治療10 


















photodynamic therapy : a-PDT) が検討されている 40) ．その作用機序は，毒性の少
ない特定の光感受性薬剤とその物質を特異的に励起させる波長の光を組み合わせる10 
ことによって，活性酸素を発生させ，細菌を殺菌するものである 41, 42)．a-PDT は生
体に対する為害作用が少なく，非侵襲性であり，抗菌薬とは異なる作用機序を有し
ており 43)，近年薬剤耐性菌の出現に伴い，抗菌薬を用いない a-PDT による殺菌効果
が注目されつつある 40)．しかしながら，汚染されたインプラント体の殺菌法として
の a-PDT の有効性に関する in vitro における研究は極めて少ない．そこで本研究15 
は，in vitro において，歯周病原細菌が付着したインプラント体表面に対する a-







 本研究では，直径 3.7 mm，長径 10.0 mm の表面処理されたスクリュータイプのイ





2. 供試菌株と培養条件 10 
インプラント体に付着させる歯周病原細菌として，P. gingivalis ATCC 33277 株，
および A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 株を使用した． P. gingivalis におい
ては，5 mg/ml の yeast extract (Becton Dickinson，Franklin Lakes，NJ，USA) ，
hemin 5 g/ml，menadione 0.5 mg/ml を添加した 37 mg/ml の brain heart infusion 
(BHI; Becton Dickinson) 液体培地を用いて， 37 ℃，10 % (v/v) CO2，10 % (v/v) H2，15 
および 80 % (v/v) N2の嫌気条件下にて，TE-HER 嫌気培養器 (ヒラサワ製作所，東
京) で培養を行った．A. actinomycetemcomitans においては，37 mg/ml の BHI に 5 
mg/ml の yeast extract を添加した液体培地を用い，37 ℃，10 % (v/v) CO2の好気条
10 
 
件下にて培養を行った．P. gingivalis および A. actinomycetemcomitans をそれぞれ
液体培地中で培養し，分光光度計  (Multiskan JX, Thermo Fisher Scientific，
Waltham，MA，USA ) により，波長 670 nm で培養菌液の吸光度が 0.2 となるまで
培養した． 
 5 
3. a-PDT に使用した器材 
a-PDT には，低出力赤色半導体レーザー (PeriowaveTM, Periowave Dental 
Technologies，Vancouver，Canada) (以下レーザーとする) を用いた．波長は 670 
nm，出力は 220 mW とした．また，光感受性薬剤に 0.01 % メチレンブルー (MB)




設定について検討した．まず，前処置として P. gingivalis または A. 
actinomycetemcomitans が入った培養菌液 0.5 ml を 2.5 ml BHI 液体培地に播種し，15 
培養菌液の吸光度が 0.2 となるまで培養，その後インプラント体を菌液にそれぞれ浸




(phosphate buffered saline：PBS )[ダルベッコ PBS (－) 粉末，日水製薬，東京] 10 
ml に 30 秒間浸漬した． 
レーザーの照射方法は，インプラントとレーザーのチップ間の距離を 1 mm とし，
インプラント体とレーザーのチップが等間隔になるように固定した (Fig 1 a, b)． 5 
インプラント体に対して，殺菌処置を行わない群をコントロール (Control) とし，
MB 塗布後，12 時の位置からレーザー照射する 1 部位，12 時と 6 時の位置でレーザ
ー照射する 2 部位，12，3，6，9 時の位置からレーザー照射する 4 部位，12，2，4，
6，8，10 時の位置からレーザー照射する 6 部位を設定した(Fig 2)．  
 次に，a-PDT における MB およびレーザーの有効性について検討した (Fig 3)．10 
インプラント体に P. gingivalis または A. actinomycetemcomitans を付着させたの
ち，インプラント体に対して，殺菌処置を行わない Control 群，レーザーを用いず
MB を塗布する MB 群，MB を塗布せずレーザーを照射する Laser 群，そして，
MB を塗布後，レーザーを照射する a-PDT 群を設定した. 
 また全ての実験において，嫌気性菌の大気中での影響を考慮して，1回の実験処置15 




5．走査電子顕微鏡 (SEM) によるインプラント体表面の P. gingivalis および A. 
actinomycetemcomitans 付着状態の観察 
実験後のインプラント体を 24 時間自然乾燥させたのち，電子顕微鏡資料作製用装
置 (SC-708MC，サンユー電子，東京) を用い，導電処理を行った．走査電子顕微鏡 
(JEOL JSM-6360LV，日本電子，東京) により，加速電圧 15 kV，150 倍，3,500 倍5 




インプラント体を 10 ml の PBS が入った 50 ml のコニカルチューブ (Becton 10 
Dickinson) に入れ，超音波破砕機 (UD-201，トミー精工，東京) を用い，で 75W，
1 分間振動させ 25)，インプラント体から各細菌を剥離させた．P. gingivalis はその希
釈液 100 l を血液寒天培地に播種し，37 ℃，10 % (v/v) CO2，10 % (v/v) H2，およ
び 80 % (v/v) N2の嫌気条件下にて 48 時間培養後， colony forming unit (CFU) を計
測した．A. actinomycetemcomitans は，希釈液 100 l を BHI 寒天培地に播種し，15 
37 ℃，10 % (v/v) CO2の好気条件下にて 48 時間培養後，CFU を計測した． 
 
7．Lipopolysaccharide (LPS) 活性の測定  
13 
 
実験後のインプラント体表面に付着した LPS 活性の測定は，トキシンセンサー 
(GenScript，Piscataway，NJ，USA) を使用した．サンプル 100 l に実験後のイ
ンプラント体を加え，さらに LAL (Limulus Amebocyte Lysate) 100 l を加えた
後 37 ℃10 分間培養した．その後，発色基質溶液 100 l を混和，37℃，6 分間培
養し，停止液を 500 l，発色感受性薬剤 2 種を各 500 l 加えた．マイクロプレー5 
トリーダー (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) で吸光度測定 (545 nm) を行
った．なお，エンドトキシンスタンダードは，Escherichia. coli (E. coli) エンド
トキシンを用い検量線を作成し，エンドトキシン量は，US Standard endotoxin 
unit (EU) で表し算定した．  
 10 
8．統計学的分析 
Control を含む各処置方法の比較は Kruskal-Wallis 順位検定を行った．その結
果，有意差が認められた場合は Bonferroni 検定にて多重比較を行った．統計分析








1．SEM によるインプラント体表面への歯周病原細菌の付着状態の観察結果  
 歯周病原細菌に汚染されたインプラント体に対する a-PDT の効果を検討するため
に，インプラント体表面への P. gingivalis および A. actinomycetemcomitans の付5 
着状態を SEM により観察した．P. gingivalis および A. actinomycetemcomitans
を付着させていない状態では，インプラント体表面のマイクロピットが明瞭に認め














  P. gingivalis または A. actinomycetemcomitans を付着させたインプラント体表
面において，MB および a-PDT 群では，細菌がインプラント体表面を覆っているこ




  照射部位数の検討結果から，6 部位での照射が最も殺菌効果が高かったため，
本実験での照射は，6 部位で行った．その結果，P. gingivalis を付着させたインプ
ラント体において，a-PDT 群は Control 群，MB 群および Laser 群と比較して，生10 
菌数が有意に減少した(Fig 9)．MB 群は Control 群と比較して生菌数が有意に減少
したが，Laser 群に対して有意差は認められなかった．また，Laser 群の残存生菌
数は Control 群とほぼ同等であり，有意差は認められなかった． 
A. actinomycetemcomitans を付着させたインプラント体においても，a-PDT 群は
Control 群，MB 群および Laser 群と比較して，生菌数が有意に減少した(Fig 10)．15 






5．インプラント体表面の LPS 活性の比較 
 a-PDT による P. gingivalis および A. actinomycetemcomitans に対する殺菌効果
が確認されたが，殺菌後に残存する各菌の菌体成分の有無を確認するために，イン
プラント体表面の LPS 活性を測定した．コントロールとして，細菌を含まない培地5 
にインプラント体を浸漬したものでは，a-PDT の有無に関わらず，LPS 活性はほと
んど検出されなかった．液体培地にて細菌を付着させた後，a-PDT を行わなかった
もの，および a-PDT を行ったものでは，いずれにおいても LPS 活性は検出された
が，両群間に有意差は認められなかった (Fig 11) ． 
 A. actinomycetemcomitans を用いた場合においても，P. gingivalis と同様，C お10 



















とが示された．一方，a-PDT の生体組織に対する影響については，Laun ら 51) は，15 
a-PDT の歯周組織に対する影響について研究したところ，a-PDT により歯肉，象





















Fusobacterium  nucleatum，P. intermedia，T. forsythia，P. gingivalis，A. 
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actinomycetemcomitans などの歯周病原細菌の存在が明らかになっており 18, 19, 21)，
歯周炎罹患歯での歯周ポケット内細菌と細菌叢が類似していると考えられている．
P. gingivalis は，慢性歯周炎と関係の強い Red Complex20) の一つである偏性嫌気性
桿菌であることから，本実験に使用した．嫌気性菌は，大気中で 2 時間生存可能で
あることが報告されているため 44)，本研究では，嫌気性菌の大気中の生存を考慮し5 
て，1 回の実験処置時間を 1 インプラント体あたり最大 15 分以内で行った．また，
インプラント周囲溝では特に A. actinomycetemcomitans が多く認められたとする
報告 54) や，残存歯の歯周ポケットでは検出されない場合でもインプラント周囲ポ
ケットでは A. actinomycetemcomitans が検出されるといった報告があり 16) ，イン
プラント周囲炎と A. actinomycetemcomitans の局在について関係があるものと推10 
察されることから，A. actinomycetemcomitans も実験に使用した． 
本研究におけるレーザーの照射条件については，レーザーの照射部位数における
殺菌効果の違いを検討するために 1，2，4，6 か所の照射部位で照射実験を行った．
その結果，6 部位で照射した場合に有意に細菌数が減少した．Marotti ら 55) は，細
菌を付着させたインプラント体に光感受性薬剤としてメチレンブルーを塗布後，ダ15 











た細菌の付着状態に肉眼的変化は認められなかった．Kreisler ら 58) は，サンドブ
ラストエッチング処理を行ったチタンディスクに Er:YAG レーザーを照射し，走査
電子顕微鏡によりディスク表面の観察を行った．その結果，波長 2940 nm，パルス












いる．Dobson と Wilson59)，および Prates ら 60) も，光感受性薬剤単独またはレー
ザー照射単独では，殺菌効果が得られないと報告している．本研究においても，光
感受性薬剤とレーザー照射を併用することにより，他群と比較して高い殺菌効果が
得られた．Street ら 61) は，無処置をコントロール群とし，レーザー照射のみを行5 
う群，MB 塗布後レーザー照射を行わない群，MB 塗布後レーザー照射を行う a-
PDT 群の 4 群に分け，各効果を比較した．その結果， a-PDT 群では他群と比較し
て生菌数が有意に減少したが，他群間内では有意差は認められなかったと報告して
いる．本研究では，MB 群の生菌数減少が認められ，このことは Street らの報告と
は異なる． MB は，レーザーを照射しなくても，可視光線によってもわずかに活性10 
酸素が発生し殺菌効果を示すため，本研究においては可視光線の影響による生菌数
の減少があった可能性が考えられる 62)． 
さらに a-PDT による殺菌処置後における細菌の LPS 活性について調べた．
Kömerik ら 63)は，E. coli の LPS および Pseudomonas aeruginosa のプロテアーゼ
にトルイジンブルーを加え He-Ne レーザーを照射したところ，LPS の活性が減少し15 
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Fig 1    Schematic drawing of an a-PDT irradiation in this study. 
a: A device was developed for maintaining a constant distance 
between the laser's fiber optic extremity and implant surface. 
b: The laser was keeping the fiber optics at 1mm distance. 
 
Fig 2  Schematic drawing of the experiment about irradiation position.  
Control: Cultured periodontopathic bacteria was adhered to implant 
surface without MB and irradiation. 
1P: irradiated from one position (12 o’ clock position) in combination 
with MB after the bacteria was adhered to implant surface. 
2P: irradiated from two positions (12 and 6 o’clock position) in 
combination with MB after the bacteria was adhered to implant 
surface. 
4P: irradiated from four positions (12, 3, 6 and 9 o’clock position) in 
combination with MB after the bacteria was adhered to implant 
surface. 
6P: irradiated from six positions (12, 2, 4, 6, 8 and 10 o’clock 
position )  in combination with MB after the bacteria was adhered 
to implant surface. 
 
Fig 3  Schematic drawing of the experiment about effect of MB, laser and 
an a-PDT irradiation in this experiment. 
Control: Bacteria was adhered to implant surface without MB and  
irradiation. 
MB: MB was applied without laser irradiation after the bacteria 
was adhered to implant surface. 
Laser: Laser was irradiated without application of MB after the 
bacteria was adhered to implant surface. 
a-PDT: The laser was irradiated in combination with MB after the 
bacteria was adhered to implant surface. 
 
Fig 4  SEM images of the implant surface before and after adherence of 
periodontopathic bacteria. (×150, ×3500) 
a: untreated  
b: a soaked in the P. gingivalis culture. 
c: a soaked in the A. actinomycetemcomitans culture. 
 
Fig 5  Bacteriocidal effects of a-PDT on P. gingivalis. 
Control: no MB and irradiation 
1P: 1 position irradiation 
2P: 2 positions irradiation 
4P: 4 positions irradiation 
6P: 6 positions irradiation 
Each column and bar represents the mean ± SD of six implants 
(✻P < 0.05) 
 
Fig 6  Bacteriocidal effects of a-PDT on A. actinomycetemcomitans. 
Control: no MB and irradiation 
1P: 1 position irradiation 
2P: 2 positions irradiation 
4P: 4 positions irradiation 
6P: 6 positions irradiation 
Each column and bar represents the mean ± SD of six implants 
(✻P < 0.05) 
 
Fig 7  SEM observations of the surface after irradiation （P. gingivalis） 
Sample: without adherence of P. gingivalis. 
Control: Bacteria was adhered to implant surface without MB and 
irradiation. 
MB: MB was applied without laser irradiation after the bacteria 
was adhered to implant surface. 
Laser: Laser was irradiated without application of MB the after the 
bacteria was adhered to implant surface. 
a-PDT: The laser was irradiation in combination with MB after the 
bacteria was adhered to implant surface. 
 
Fig 8  SEM observations of the surface after irradiation （A. 
actinomycetemcomitans） 
Sample: without adherence of A. actinomycetemcomitans. 
Control: Cultured periodontopathic bacteria was adhered to 
implant surface without irradiation. 
MB: MB was applied without laser irradiation after the bacteria 
was adhered to implant surface. 
Laser: Laser was irradiated without application of MB the after the 
bacteria was adhered to implant surface. 
a-PDT: The laser was irradiation in combination with MB after the 
bacteria was adhered to implant surface. 
 
Fig 9  Bacteriocidal effects of a-PDT on P. gingivalis. 
Each column and bar represents the mean ± SD of six implants 
(✻P < 0.05) 
 
Fig 10  Bacteriocidal effects of a-PDT on A. actinomycetemcomitans. 
Each column and bar represents the mean ± SD of six implants 
(✻P < 0.05) 
 
Fig 11  Residual P. gingivalis LPS on implant surface after treatment of 
a-PDT. 
Statistically significant difference between a and b (✻P < 0.05). 
Each column and bar represents the mean ± SD of six implants. 
 
Fig 12  Residual A. actinomycetemcomitans LPS on implant surface after 
treatment of a-PDT.  
Statistically significant difference between a and b (✻P < 0.05). 
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